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(57) Abstract 

A process for selecting human cells for the production of human proteins by endogenous gene activation allows human proteins to 
be produced in economically feasible quantities and in a form suitable for producing a pharmaceutical composition. Also disclosed is a 
process for producing human proteins in a cell line identified in this manner. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Auswahl humaner Zellen fiir die Herstellung humaner Proteine durch endogene Genaktivierung, 
um humane Proteine in wirtschaftlichen Ausbeuten und in einer Form zu produzieren, die zur Herstellung eines pharmazeutischen Priparats 
geeignet ist. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung humaner Proteine in einer auf diese Weise identifizierten 
Zellinie. 
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*-GGC CGC GAA TTC TCC GCG CCT GGC CGG GGT CCC TCA GC-3 ' (S2?'J#^ : 2) 0 
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tSo Z<0&+ DHFR7;I/4 J ->SfS : &3-K1"*cDNA*^tyHpaI»fM"*% HpalTiO 
WSnfcT^S Kpl89fcjl*S£*U 75*5 Kpl90*n#e.nfc (B4d) o 
[0 0 5 7] 

4.5. HSV-TKfflfE^f^fc&^h^y^x^a Jfc|#S;fcii>£, jl 

£?SttfMB5IJ*£t?:/5*5 Kpl90OAscI/NheI»ffr*V X*yyi*£tt:/7 
^5'Kpl87©AscI/NhelBffrtCjl<SSnfco ?#5>nfc:/7X5 FJ4pl92fcft«« 
ftfc (E4e) o 

[0 0 5 8] 
IMS© h 7 X* 7 x * f a 

[0 0 5 9] 

5.1. Nama lwaSSHS 

«BttTi50«tW«#h;l/*-WIWI««, xu^hn#u-i/ 3 y (1 x io 7 

lfflBS/800/i lxl^ hP#b— i/B Z/W.W®2Q mM Hepes, 138 mM NaCl, 5 niM KC 
K 0.7 mM Na2HP04s 6 mM D-^lO— XlzkftfepH 7.0, 10/igiStfa)NA, 960 fi? 
, 260 V B ioRad Gene Pu lser) fCfc-pT h 7 >X7 x 9 h t fc 0 I^hn^l/ 
— >ay&, RPMI 1640, 10% (v/v) •> S/J|£{? jfttlf (FCS) , 2 mM 
1 mMVfyHf^-f h'J^AtfT, 40ft©96£x;l'7U- h^TSllSfcigSLfco 
2B&fc» G-418*$ty«Hlll ■g/ml*Tffllfi%10~20BlfflSSILfc. ±»«\ Q 
fflELISAtC.fc-3 TEP0£>£jl£MKL fc (Mtikmi .4#S8) . EP0*4Sf* * n- 

iBBStiFACSfCtoT-y-^^n— ^y^nfc (Ventage, Becton Dickinson) 0 



(19) m-B.2 0 0 1-5 1 1 3 4 2 

[0 0 6 0] 

5.2. HT 1080!fflia 

HT 1080lffl!aiiDMEM, 10% (v/v) FCS, 2 mM L-?";l/£~>\ 1 mMfc^l/lfygtf- 
h U £ A ^T-igSS ftfc £ 5 Wfl-tt* fkVr tiNama toa^-elE^ tlfc *5 0 

1 x 5te£096'j7x;U7 B l'-h±T\ DMEM, 10% (v/v) FCS, 2 mM L-^* 

[0 0 6 1] 

5.3. HeLa S3|fflBS 

HeLaS3lfflSStiRPM I 1640, 10% (v/v) FCS, 2 mM L-?Vl/£5X 1% (v/v) NEM 
ft'&W^/m (Sigmatt) , fcitfl M¥jl\£ymj-hVOL>tp-?%mZftrc 
£^5&L9Ut> ^fttiNamalwa«T-|B3i$nfci:*3 0T-$)5 o xl/^hP^U 

i%m%a<Dmfrt>i,$ti' i i,rco j^u? hv#is-y 3 yco&mmo fit/zso \ir£-?rc 

0 Xl^ h Cl # H >1£> IfflBSfi, RPMI 1640, 10% (v/v) FCS, 2 mM L-^* 

1% (v/v) NEM, &£XS\ mMtf;l/tfy^h'J'>Acf'T\ T75ffli^ig» 

SLT, lOftOge^x^yb-hil?, 600|ig/ml<DG-418%-t^ig%4'T10~15 

[0 0 6 2] • 

mmme. EPoiie^ititi 

lP05$mZMto2*k5fziblz s EP0££*n-yti, ^hhlx^-b-h (MTX) 
(Dm&Z±%-$ (100 pM~100 nM) , ig«Lfc 0 &mM&?, tu- 
XDEPO^fiELISAtCtoTSIll^nfc (USe^Jl .4#B?J 0 fe^mMMt. 

[0 0 6 3] 
»*J7. EP04^SfflB&«<7)8?#T 
EPOStfE^OSttffctC&s 30£D|fflflS^ (Namalwa, HeLa S3, fcilfHT 1080) 



(20) 

tfaltRStlfco EPO^M^n-yti, Fpl79, pl87^ pl89, pl90Sfc(ip 

[0 0 6 4] 

mm .ooo<dneo»1£^ □— voEra^tflfflRStu *<o? % 12*^ & lstffflllS 

[0 0 6 5] 

cne>03%. 7o<DEP0£n-y*\ fK^tc£OTXfc:«};?>ii£ : ?-ifi|I& 

D-XDEPO^jitt, 24B#F E gT10 6 ,1fflg§fefctK 200 ng/mlfrP> 1000 ng/mlJ^ilS 
[0 0 6 6] 

500 rMmniZ&ZmB^igW&s |W|^$nfcEP0^n-y<DEP04M«v 24B# 
^T10 6 ifflBSfefc 53000 ng/mlW±JCJtintfco MTCjggfclOOO nM£T-£ ^fctf 
iOS^Si:, £jg&24B^T10 6 iifflia&fc 07000 ng/mlJ-X±{C±ii!jDLfCo 
[0 0 6 7] 

Lfc 0 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(L) AIXGEMEINE ANGABEN: 

(i) anhelder: 

(A) HAKE: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 112-132 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 
(P) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) BEZEICHNIJNG DER ERFINBUNG: Identif izierung humaner 2ellinien sur 
Production humaner Proteine durcb endogene Genaktivierung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 4 

(iv) C0HFDTER-LE5BARE FAS SUNG: 

(A) DATENTR&GER: Floppy diek 

(B) COMF0TER: IBM PC compatible 

(C) BETRIBBSSYSTEN: PODOS/M5-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUBNZKENNZEICHBN: 

(A) UiNGE: 32 Basenpaare 

(B) ART; Nucleotid 

( C) S TRANSFORM : * Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(3fi) SEQUENZBESCHRBIBUNG ; SEQ ID NO: 1: 
CGCCGCGGAT CCCAGGGAGC TGGGTTGACC GG 32 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 
(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) IANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GGCCGCGAAT TCTCOGCGCC TGGCCGGGGT CCCTCAGC 38 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3; 



(22) 



f$g 2 0 0 1 -5 1 1342 



(i) SEQUENZKENNZEICHEK: 

(A) LANGS: 36 Basenpaare 

(B) ARTs Nucleotid 

(C) STRANG? OHM : Einzelstrang 

(D) topologie: linear 



(3d) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ XD NO: 3: 
CGCGGCGGAT CCTCTCCTCC CTCCCAAGCT GCAATC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) S EQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LftNGE: 36 Basenpaare 

(B) AOTt Nucleotid 

(C) 5TRANGF0RH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(Xi) SEQUENZBESCKEEIBDNG: SEQ ID NO: 4: 
GGCCGCGAAT TCTAGAACAG ATAGCCAGGC TGAGAG 

[01] 

[02] 
[03] 

y^TsfaMV^JlX-fu*:— £-(RSV), ^^^>^X*b7yX7x7 

— eae?(HEo), sv4ooauH*u7r-;wtffl« (svi p a) , s^kdeku 

(DHFR) OSV40SJWyo^-*-, WWF^^W/l/ 

xoSWWyot-^-feAtfxy/N^i?— (mcmv) fc^trtgfi^ffiteifcffiyu* 

[04 a] 
[04 b] 

EPOitfc^-Y'yr-f £-pl79fc£l>>187<0£S o 



36 



36 
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[0 4 c] 



[H4 d] 



[0 4 e] 

PCR&ttl©ft»Kteffl L/c7^Y v-<D7 * U^f- KBB9U (01) 



PCR^Z^Ktc^fflL/cy^^v-Ciga^J (Hi) 



[01] 



y / ADNA 
BamHI 

1 



Ndcl 



Agcl Ascl fn 
I I 



E Fl 



6.3kb fiiam 



Hind III Hind m 

U 1 ^ 

5.7kbPCR^!fel 



Hindm EcoRV 

1 J 



5.0kbPCRjt&2 



5* CGC GGC GGA TCC CAG GGA GCT GGG TTG ACC GG 3* 

5* GGC CGC GAA TTC TCC GCG CCT GGC CGG GGT CCC TCA GC 3' 

5* CGC GGC GGA TCC TCT CCT CCC TCC CAA GCT GCA ATC 3' 
-5* GGC CGC GAA TTC TAG AAC AGA TAG CCA GGC TGA GAG 3' 
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2] 



BamHI 
BamHI 



Xhol 




Nhel 



Agel 

izta— -^VZ tltzEPO&ttnQkb? / ADNA 



[03] 




— — ^ BBBBfflM - i ' -- -I — «— 



RSV 



NEO 



SV40pA SV40 



DHFR 



SV40pA CMV 
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r 












RSV 



NBO 



SV40pA 



SV40 



DHFR 



SV40pA CMV 




Agei 



— Nhel 



Ndel 



Asd 



A 0 el 




Agcl 
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Ex 17 



EaoAV 




EcoRV AscI/ 




PCR^ 
Ex4/Exl7 



AscI/EcoRV 



BsrPt 




Aget 
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E, LS, MW, SD, SZ, UG, ZW), E A (AM 
, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM) 
, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, 
BR, BY, CA, CH, C N, CU, C Z, DE, D 
K, EE, ES, FI, GB, GE, GH, GM, HR 
, HU, ID, I L, IS, J P, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, L T, LU, L 
V, MD, MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ 
, PL, PT, RO, RU, SD, SE, S G, S I, 
S K, SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, U 
S, UZ, VN, YU, ZW 
(72)»g ^5 WU7f 

1 

F 4B024 AA01 AA11 BA21 CA04 DA02 

EA04 FA02 GA11 HA01 HA11 
4B065 AA93X AA93Y AB01 BA03 
CA24 CA44 CA46 
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